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标准曲线的制备
�

精密称取注射用

盐酸阿糖胞普约 �
�

� � ,

置 � � � �量瓶中
,

加水

溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

按中国药典法测

其含量后
,

备用
。

精密量取 �� �
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�� �分别置 �� � �量瓶中
,

用水

稀释至刻度
,

置 �� � 测定管中
, ‘

依法分别测

定旋光度
,

一

结果见表 �
。

表 � 浓 度 与 旋 光 度 的 关 系
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其回归方程
�
� � �

�

�� � � � 一 �
�

� � 一�

� � �
�

� � � �

�
�

回收试验
�
精密称取盐酸阿糖胞普

约� �  � � 份
,

分别置�� � �量瓶中
,

按 处
一

方

加入其他赋形剂
,

加水溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

置 � � � 测定管中
,

依法测定 旋光度
,

代入回归方程
,

计算其含量及回收率
,

结果

见表 �
。

表 � 回 收 试 验 结 果

序 号 投 入 量 �� � � � �� 收 得 量 �� � � � �� 回 收 率 �� �

� � �
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� �

� �
一
� �

� �
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� �

� � �
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� �
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� �
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� �土�
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八��臼���口

�
�改��住����刁

�
�

。

� �

� 。 � �

�
。

� �

�
。

� �

�月��

� � 。 � �

贾士� �

��

�
�

样品测定
�
取盐酸阿糖胞普滴眼液

适量
,

置 � � � 测定管中
,

依法测定旋光度
,

代入回归方程
,

计算其含量即可
。

小 结

�
�

用旋光法测定盐酸阿糖胞普滴眼液

的含量
,

简便快速
,

结果准确
,

符合基层医

院快速检验的要求
。

�
�

温度对盐酸阿搪胞普 的旋光度略有

影响
,

故测定时应调节溶液温度至 �� ℃
。

放射受体法测定人尿中东首若碱浓度

梁秉文 陆 瑜 季爱民 半

我们于 � �  !年利用国产膜材研制成功了

东食若碱经皮治疗系统 � � � � ��
,

通过 了

米 第二军医大学药学院�� 级实习生

部级鉴定即将批准投产
,

为了确保用药安全

有效
,

又进一步研究了鉴测东蓖若碱尿药浓

度的方法
,

根据文献报道 的� � � � � �� ��
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、

� � � �

� � � � � �。 � � � � � � � 方法测定东良著碱血药

或尿药浓度
,

〔� � 〕一� � � �行 �� �� 比 �

� � �� 。 � ��� 呈� � � � � , , � � �� , �。�
,

从� 胆 碱受

体中定量取代东
一

良若碱从而 达到了 测 定 目

的
,

利用我们实验室的条件
,

建立了自己的

� � �方法
。

做了标准尿药曲线
,

测 �试 了 该

方法的 日内
、

日间误差
,

并实测了东芡若碱

透皮给药后人尿药浓度
,

初步证明了该方法

是可行的
。

当前由于国内缺少合适的测定体液中低

浓度东食若碱及其它作用于舀��交 感 神 经 药

物的方法
,

这样人们服药后就很难获得这些

药物的动力学数据
,

现有的几种方法都不能

达到迅速
、

灵敏地测定低浓度药物的要求
。

� �或酸性染料法
,

测定的灵敏度亦达不到
。

而 � �一� �方法又是非专一性的且牵涉到繁

琐的提取步骤
。

〔 � � 〕一�� �与�受体有

较强的结合力
,

用它作为放射 配基来研究药

物与�胆碱受体的竞争抑制反应
,

因而产生
�

了用放射配体法
,

测定� � � �尿中非常低的

东莫若碱浓度的方法
。

一
、

仪器
、

材料
、

试剂

岛津 � �  分光光度计 日本

� � � � � � � � �� � � �液体闪烁测定仪
,
� � � �

�

� � �
公司

,
� � � � � � � � �� � �� � � � � � ��� �� �

� � 一�超速冷冻离心机 � � � � � �� 公司

� � �高速匀浆机 上海兴华仪器厂

电热恒温水浴锅 江苏省南通通海电器厂

多用振荡器 北京冰箱电机厂

真空滤器 南京大学玻璃房制

�� 一型玻璃纤维滤膜 上海试纸厂

� 件�
、

� �协�
、

� � �卜�微量进样器 上 海求

精仪器厂

〔 � � 〕三�� � � � � � � � � � � � � � � � �� � �� �

� � � � �� � � � � �� �� � � � � �� � �

比放强度 � �
�

� � �� � �
� �

氢澳酸东食若碱 ��
、

� � 北京药品生物制 品

检定所

磷酸二氢钾 南京化学试剂厂

磷酸氢二钠 南京化学试剂厂

酚试剂 甲
、

乙 空军南京医院制

�一酪氨酸 上海康达氨基酸厂

�
�

�一二苯基恶哇 ��� � � 上海试剂一 厂

�
�

�一双一 〔 � 一苯基恶哩基一 � 〕苯

��� �� �� 上海试剂一厂

硫酸铜 ��
、

� � 南京化学 试剂厂

二
、

实验方法

�
�

� 受体 制备
�
� � 大白鼠早

,

断 头

取大脑称重后
,

按 � � � � � � � � 加入冰

冷 �
�

�� �蔗糖溶液
,

先用玻璃匀浆器冰浴下

手动匀浆 � � �� 再用高速匀浆机 �� �
�

�� ��
�

� � �。“ � � ,

中间停 � 分钟
,

再在 超 速冷

冻离心机上 � �� � � �� � �� 离心弃沉淀
,

取上

清液再� �
, � � � � �  ! ∀ #∃ 离心

,

沉淀加 入 5

倍原大脑重 N a+ 一 K
干 一 P 。

全
-
缓冲液手动匀

’

浆 1 m in 制成悬液
,

按L
ow ry/s改良方法测

一 ~ 山 ~ 人 、
,

~

,
_
r 、二 L

~

.

。 八 3 一

定蛋白质含量
,

p
H 7

.

4 的 N a
+ 一 K t 一 P O 了

~ ~ ~
了, 凡

~
~

’ 工’ ‘ -

二 ”
‘J . ’ 一’

“
一

_

一
~ 4

缓冲液稀释至 2 m g /m l
,

分装于塑料 安 瓶

中
,

置低温冰箱中保存备用
,

使 用 时 取 出

室温熔化
,

6 小时内保持活性
,

受体蛋白的

提制应在 4 ℃以下完成
。

2

.

放射配体结 合分析实验
:
加入放射

配体 〔
“
H 〕一Q N B 使 成 o

.
inm ( 44

.
3e i/

m m ol )
,

50 间尿样 (或空白尿 + 标准东食若

碱溶液) 100时受体溶液
,

加缓冲液至终体积

为 1 m l
,

非特异性结合管中加入 2 X I O
一 S

M

阿托 品溶液0
.
10 m l

,

总结合管中不加
,

在 37 ℃

孵育一定时间后
,

加入 3 m l冰冷缓冲 液 终

止反应
,

立即滴加至玻璃纤维滤膜上
,

5 一

10 ℃下负压抽滤
,

3 m l 冰冷缓冲 液 洗 涤 二

次
,

以除去游离的 〔“
H 〕一Q N B,, 滤 纸 在

90 ℃下烘一协寸间后
,

移至10m l液闪瓶中
,

加入液闪剂A (P P O
,

3 9 ; P O P O P
:

0
.

3 9 ,

二 甲 苯 lo00 m l) 暗适应至少 8 h
r 以 减 少

化学发光
。

B
e e

k m
a
m L S 一9800液 闪 仪 计

数C P m (计数效率约为60 % )
,
特异性结合
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= 总结合 一 非特异性结合
,

管处理
,

并重复二次
。
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结合反应均设复 不同天中按实验部分步骤重复进行测定
,

由

结果表明
,

该方法有较好的重视性
。

厂夕乃曰�
2么

浴
、

10好口

3
.
受试者贴 片给药及取尿样测定

:
两

受试者
,

男
、

22 一23 岁
,

健康
,

自愿参试
。

贴用T T S S前12 小时内取原尿 <空白尿 >
。

贴用后收集尿液
,

每隔 8 小时取样并测量体

积
,

共收集到 112小时
。

按上法测定计数
,

由

各自标准曲线求算尿中游离东食若碱药物浓

度
。

i口0 一
I

1
几

一

一了一一

宁 _ 丫二 夕
.

钾了尹
一

、

丫二 一
/ 占乡3 7术 子 2 夕亨之2

三
、

结果与讨论

1 . 线性范围

在我们选择的实验条件下
,

东蓖若碱浓

度在2
.
s x 10一 ’“

M ~
9

.

0 火 1 0
一
“ M 范围内和

〔
“
H 〕一Q N B 的抑制性按1

09~ log it关 系

处理成线性
。

各样品管中加入 5郎1空白尿后

测得 结果见图 1
,

相关系数
r = 一 0

.
9 9 5 9

,
工C

5 0 = 1 7
.
7 8 n g / rn l

。

2

。

重现性

为了测试放射配基结合实验的重现性
,

空白尿中分别含有6
.
84 、

1 2

.

2 1

、

2 0

.

0 8

、

3 4

.

1 9
n

g
/

n l
l 的东莫若碱的溶液在同一天和

一

好

丫夕

}

多 ‘ /O
ZD 勿 两

李杯梦滩走 咖
,

图1 标准曲线 东食若碱浓度n g,/ m l

3 .
游 离东谈著碱尿排泄速率

东食若碱经皮给药后72小时用放射配基

结合实验测得分泌于尿中游离型东食若碱平

均为196
.
49ng/ h

r,

接近国外报 道 数 值
,

1 1 2 小时测得的尿排曲线见 (图2)
。

伶卯a在

吻0.xala
汽塔架畴瞥

扩嵌药药杯荻石不两云爵 柑理 //2 加

4
。

灵敏度

此方法的灵敏度达到 1
.
2n g / m l仅次于

G C一M S联用方法
,

且有操作简单
、

迅速
、

不需要提取步骤等优点
,

而G C 一M S有以下

缺点
:
检测时需要合成内标物

,

需要复杂及

耗时的提取步骤
,
且在这种情况下东食若碱

易水解
,

水解产物影响检测峰
,

而这些代谢

产物在放射配基结合实验中不影响测定
。

放射配基结合实验法主要是生化上用来

研究药物与受体间相互反应的
,

国外有报道

用该方法测定激素
、

神经递质及其在体液中

药物浓度
,
用该方法测定阿托品的浓度是较
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经典的
。

用放射配体结合法测定东良若碱经皮给

药后尿药浓度 国内尚未见报道
。

由于该法操

作简单
,

测定体液中浓度不 需要提取步骤
,

灵敏度高
,

有较好的重现性
,

这给东莫若碱

经皮给药系统 (T T Ss) 的临床应用带 来 了

广阔的前景
。

有关这方面的研究我们正在进

行
。

应用逆流色谱/热喷式质谱联用分析天然产物

〔Y
.
八Y

,

L
e

e

等
,

J L i q
.

C h
r o

m
a t o g r a 1 9 8 8

,
1 2 ( 1 )

:
1 5 3 〕

陈海生摘译 蔡定 国校

一种新近发展起来的分析用高速行星式

离心逆流色谱仪与质谱仪连接
、

提供了一种

新的分析方法
,

这种逆流 色 谱/质 谱 联 用

( C C C / M S ) 法汲取了逆流色谱具适用范

围广
,

分辨力高和质谱仪检测灵敏度高的优

点
。

作者应用此技术成功地分离并鉴定了蔓

性长春花 (V inea m in o r L
.
) 中的生物碱

长春花胺 (V in cam in e) 和甲氧基长春花胺

(V inein e )
。

试 剂

二相溶剂系统用正已烷
: 乙醇

:
水 = 6

‘
5

,
5 ( V

/
V )

,

二相溶剂置分液漏斗中
,

在室温充分混合平衡
,

然后用 5 林m 过 滤 器

过滤排气
。

分析型高速逆流色谱仪

该仪器配有一个缠绕多圈P T F E (内经

o
‘

s s
m m ) 的柱

,

半径SC m
,

转速2000
rpm ,

用 W
a tr s6 o00 A H P L C 泵输送流动 相

,

一台IS C O M
o d e l 18 40 可变波长紫外一

可见吸收检测仪
。

柱子首先注满固定相 (上

相)
,

而后在转速1500印 m 状态下
,

泵入流

动相 (下相)
,

当流出的流动相澄明后注入

样品溶液
。

热喷射逆流色谱/ 质谱 ( C C C / M S )

从逆流色谱流出的液体 (o
.
sm l/ m in)

通过一个无死体积的T 形 管 导 入 w at
ers

6 00 OA 泵
,

T 形管配备一个贮液器
。

为了达

到热喷所需溶剂的压力
,

w
at

e r s

泵是必 需

的
。

又因为逆流色谱泵流速有变化
,

热喷用

的 w a ters泵调节流速 。
‘

7 m l
/
m i

n ,

配备一

个贮液器以提供额外溶荆或排出逆流色谱系

统过多的溶剂
。

自w at
ers泵流出的液 体 与

0
.
3M 醋酸钱 ( o

.
3 m l/ m im ) 同轴混 合 以

便为离子汽化电离提供挥发缓冲作用
。

这个

溶剂 系统总流量 l m l/ m i
n ,

通过一 个
u一

v

检测仪 (280n m )
,

然后进入热喷接 口
。

热

喷接 口 (V e s te e
,

H
o u s

t
o n ,

T X ) 安装在

Fi
nni gan 45 00型四极质谱仪上

,

接 口 包括

一个温度控制器和数字显示器
。

为了分析生

物碱
,

用离子汽化电离时
,

使用正负离 子检

测或用化学电离 (C I) 时采用一根金属 丝
。

给予金属丝的电压100 0V
,

发射 电 流0
.
15 m

A
。

质谱仪扫描从 m / 2 180 到m / 2 600/ 2

秒
。

四极质量每天用聚丙烯乙二醇 (A M W

100 0) 校正
。

结 果

在热喷质谱图上
,

长春胺 (V in ea m in e

M W 3 54) 显示一个质 子化的分子 离 子 峰

m / 2 3 55〔M + H 〕
‘

亦观察到碎片离子 m / 23

3 7 〔M + H 一 H
Z
O 〕士

。

甲氧 基长春胺 (V i
n -

c in e M W 3 84) 的热喷质谱图 上 也 显示一

个质 子化分子离子峰m /2 3 85 〔M + H 〕
十

和碎片离子m / 2 3 67 〔M + H 一 H
:
0 〕

十 ,

在负离子检测记录质谱上
、

二个化合物的离


